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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft rekombinante DNA, Ver- 
fahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung 
zur Gewinnung von eukaryontischen Oder prokary- 
ontischen Stoffwechselprodukten Oder gentechnolo- 
gisch hergestellten Proteinen. 

Die Bedeutung der gentechnologischen Her- 
stellung von Stoffwechselprodukten und Proteinen 
ist in den letzteruJahren stetig angestiegen. So 
gelingt es auf diese Weise bisher nur sehr um- 
standlich und in kleinen Mengen isolierbare und 
damit teure Substanzen, wie z. B. Interferons, Inter- 
leukine, Insulin etc., im grofltechnischen MaiSstab 
herzustellen, und damit ihre Anwendung, z. B. in 
Arzneimitteln, moglich zu machen. Nach der Her- 
stellung solcher Substanzen in der verwendeten 
Zellinie ist jedoch auch ihre Isolierung teilweise 
sehr aufwendig, da die Zellen zuerst zerstort wer- 
den mOssen, um die gebildete Substanz freizuset- 
zen, dann aber eine Aufreinigung aus dem Medium 
erforderltch ist, bei der alle Zellbruchstiicke und 
-bestandteiie abgetrennt werden miissen. Diese 
Zerstorung der Zellen, Lysis genannt, kann auf 
mehrere Arten durchgetOhrt werden. So ist es 
moglich, ein lytisch wirksames Enzym, wie z. B. 
Lysozym, einzusetzen oder aber die Zellen durch 
das Anlegen eines osmotischen Drucks oder mit 
Hilfe von Ultraschall oder anderen biochemischen 
oder physikalischen Methoden aufzuschlieBen. 

Gunstiger ware jedoch eine spezifische Lysis 
bestimmter Membranen, oder aber die Ausschleu- 
sung der Substanzen durch teilweise permeabel 
gemachte Membranen, wobei sogar eine kontinu- 
ierliche Fortsetzung der Produktion von Substanzen 
ermogiicht wurde. 

Fur die Gewinnung von gentechnologisch her- 
gesteliten Produkten durch Ausschleusung oder 
aber Lysis der Zellen ware es daher von gro0em 
Vorteil, uber moglichst stark lytisch wirksame Pro- 
teine zu verftigen, die zusatzlich eine SpezifttSt fUr 
bestimmte Membranen aufweisen oder aber eine 
Ausschleusung dadurch mdglich machen, da/J sie 
spezifische Zellmembranen fUr das entsprechende 
Produkt permeabel machen. Ebenso ware es gUn- 
stig, solche lysierenden Proteine nicht von auBen 
der Zelle zufiihren zu mOssen, sondern die Protei- 
ne bereits in der Zelle zu einem gewQnschten 
Zeitpunkt bilden zu konnen. Der Erfindung lag da- 
her die Aufgabe zugrunde, eine fur ein Protein, das 
diesen Forderungen gerecht wird, kodierende re- 
kombinante DNA bereitzustellen, deren Verwen- 
dung die Gewinnung von gentechnologisch herge- 
steliten Produkten erleichtert. 

Gelost wird diese Aufgabe durch rekombinante 
DNA, die dadurch gekennzeichnet ist, dafl sie fUr 
die N-terminale, membrandurchdringende DomSne 
des E-Proteins des Phagen ^X174 kodierende 



DNA-Sequenzen und fOr die Oterminale, mem- 
brandurchdringende DomSne des L-Proteins des 
Phagen MS2 kodierende DNA-Sequenzen enthalt 
und die DNA-Sequenzen der beiden Phagen durch 

s eine fur eine hydrophile flexible Aminosaurese- 
quenz kodierende DNA-Sequenz verbunden sind. 

Der einzelstrangige DNA-Phage <f>X174 und der 
einzelstrangigen RNA-Phage MS2 enthalten jeweils 
ein phagenkodiertes, lytisches Protein, namlicb das 

io E-Protein W>X174) und das L-Protein (MS2)s* Diese 
beiden lytischen Proteine sind relativ klein und in 
ihrer gesamten Aminosauresequenz bekannt. Diese 
Aminosauresequenzen sind in Fig. 2 gezeigt. Es ist 
daraus ersichtlich, dafl das E-Protein 91 AminosaV 

ts ren und das L-Protein 75 Aminosauren lang ist. 
Beide lytisch wirksamen Proteine enthalten jedoch 
keine enzymatische Aktivitat Es ist daher anzuneh- 
men, da/i sie die Lysis von Membranen durch 
Zerstorung der Membranstruktur in Verbindung mit 

20 autolytischen Prozessen bewirken. Die lytische Ak- 
tivitat wurde fur das E-Protein von Blasi und Lubitz, 
J. Gen. Virol. 66:1209-1213 (1985) und SchUller A. 
et al, Nucl. Acids Res. 13:4143-4153 (1985), der 
membrandurchdringenden N-terminalen Region zu- 

25 geschrieben. Zusatzlich scheint fUr die Funktionali- 
tat die Anwesenheit einer oligomerisierenden Struk- 
tur im C-terminalen Bereich des Proteins notig zu 
sein, wie von Maratea et al. Gene 40:39-64 (1985) 
und Buckley und Hayashi, Mol. Gen. Genet. 

30 204:120-125 (1986) festgestellt wurde. Aus durch 
Computerberechnung erstellte Proteinstrukturvor- 
aussagen wird fur das L-Protein eine entgegenge- 
setzte funktionelle Orientierung angenommen. 
Demnach ist die Domane, welche die lytische Akti- 

35 vitat bewirkt, auf den C-terminalen Bereich des L- 
Protetns beschrankt (Berkhout et al, Gene 37:171- 
179 (1985)). 

Die erfindungsgemM^e rekombinante DNA er- 
moglicht es, ein Fusionsprotein aus dem N-termi- 

40 nalen, alleine nicht lytisch wirksamen Bereich des 
Proteins E und des ebenfalls alleine nicht lytisch 
wirksamen C-terminaien, membrandurchdringenden 
Teils des L-Proteins herzustellen, das als Fusions- 
protein, wobei die beiden Phagen-DNA-Sequenzen 

45 durch eine hydrophile flexible Aminosauresequenz 
verbunden sind, eine bedeutend stMrkere lytische 
Aktivitat aufweist, als die Ausgangsproteine selbst. 

Bevorzugte AusfQhrungsformen der Erfindung 
sind in den UnteransprUchen gekennzeichnet. Eine 

so bevorzugte rekombinante DNA enthalt die DNA- 
Sequenz, welche fur die Aminosauren 1 bis 54 des 
Proteins E des Phagen <frX174 kodiert und die 
DNA-Sequenz, welche fttr die Aminosauren 21 bis 
75 des Proteins L des Phagen MS2 kodiert, wobei 

55 diese DNA-Sequenzen durch eine weitere DNA- 
Sequenz verbunden sind, welche fOr funf Linkera- 
minosSuren kodiert 

Besonders bevorzugt enthalt die rekombinante 
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DNA eine DNA-Sequenz, welche fUr eine Amino- 
sSurekette kodiert, wie sie in Fig. 1 dargestellt ist. 

Eine solche rekombinante DNA kann eingebaut 
in einen Vektor vorliegen. Als Vektor wird hierbei 
bevorzugt ein Piasmid Oder ein Phagengenom ver- 
wendet. Bevorzugt befindet sich vor den Phagen- 
DNA-Sequenzen ein Promotor, der die Expression 
der rekombinanten DNA steuert. Als Promotoren 
sind hierbei prokaryontische oder eukaryontische 
Promotoren, insbesondere regulierbare Promoto- 
ren, geeignet Bevorzugt sind der Lamda-Promotor, 
der lac-Promotor oder der Ga110-Promotor. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine 
rekombinante DNA, die vor den Phagensequenzen 
zusStzIich eine fUr eine Signalsequenz kodierende 
DNA-Sequenz entha'lt. Durch die Anwesenheit einer 
Signalsequenz im exprimierten Protein ist es mog- 
lich, diesen eine Spezifitat fur bestimmte Membra* 
nen zu ubertragen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist das 
Piasmid pRM17, DSM 4092P, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dafl es rekombinante DNA entha'it, 
welche fOr eine Aminosauresequenz codiert, wie 
sie in Fig. 1 dargestellt ist 

Das erfindungsgema'fie Verfahren zur Herstel- 
lung der erfindungsgema/Jen rekombinanten DNA 
ist dadurch gekennzeichnet, daJ3 man nach an sich 
bekannten Methoden die entsprechenden DNA-Se- 
quenzen aus doppelstrangigen DNA-Form des 
Phagen $Xt74 und der DNA-Kopie der Phagen 
MS2 RNA tsoliert und miteinander in der ge- 
wunschten Reihenfolge ligiert. 

Die auf diese Weise hergestellte rekombinante 
DNA kann dann in einen Vektor insertiert werden, 
wobei als Vektor bevorzugt ein Piasmid oder Pha- 
gengenom verwendet wird. Weiterhin ist es bevor- 
zugt, in den Vektor, vor die Pbagen-DNA-Sequenz, 
zusStzlich einen eukaryontischen Oder prokaryonti- 
schen Promotor zu insertieren, Besonders bevor- 
zugt verwendet man einen Vektor, der bereits ei- 
nen Promotor entha'it, unter dessen Kontrolle ein 
Fremdgen exprimiert werden kann. 

Bevorzugt wird bei der Herstellung einer re- 
kombinanten DNA vor die Phagen-DNA-Sequenz 
zusatzlich eine fUr eine Signalsequenz kodierende 
DNA-Sequenz insertiert. 

Das Piasmid pRM17, DSM 4092P, kann da- 
durch hergestellt werden, da£ man das Oligonu- 
cleotid gemSfi Fig. 4 in das mit Xbal/ Hindlll ge- 
schnittene Piasmid pSU729 (Nucl. Acids Res. 13, 
4145-4153; 1985} insertiert, wobei die Xbal-Stelie 
des Plasmids pSU729 vorher mit DNA-Polymerase 
I (Klenow-Fragment) aufgefUHt wird. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die 
Verwendung einer rekombinanten DNA oder des 
Plasmids pRM17, DSM 4092P, zur Gewinnung von 
eukaryontischen oder prokaryontischen Stoffwech- 
selprodukten oder gentechnologisch hergesteliten 



Proteinen durch partielle oder voilstSndige Lysis 
von Membranen oder der Zellwand der zur Expres- 
sion verwendeten Zellen oder Mikroorganismen 
durch Expression des durch die rekombinante DNA 

s kodierten lytischen Proteins. 

Bevorzugt wird hierbei die Expression des lyti- 
schen Proteins unter Kontrolle eines regulierbaren 
Promotors zu einem gewGnschten Zeitpunkt indu- 
ziert Dies ermSglicht es, Zellen erst bis zu einer 

10 bestimmten Wachstumsphase heranweehsen zu 
lassen und dadurch die Produktion des gewUnsch- 
ten Stoffwechselprodukts oder des gentechnolo- 
gisch hergesteliten Proteins in mSgltchst effektiver 
Weise durchzufUhren, bevor durch Induktion der 

is Expression des lytischen Proteins die Zellwand teil- 
weise oder vollstandig lysiert wird, und dadurch die 
gewUnschten Produkte ins Medium gelangen, wor- 
aus sie problemlos isoliert werden kSnnen. 

Als Promotoren sind im Prinzip alle induzierba- 

20 ren (regulierbaren Promotoren geeignet. BeispieJe 
hierfOr sind der Promotor Xp L bzw. X PR mit CI 857 
als Repressor (Gene 5 (1979) 59) und die 
Promotor-Operator-Region Lac PO mit Lac l q oder 
Lac l q1 als Repressor (Mol.Gen. Genet 185, (1982) 

26 493-497). 

Weiterhin kann durch das Vorhandensein einer 
Signalsequenz im lytischen Protein die spezifische 
Lysis bestimmter Membranen erreicht werden. Ins- 
besondere kann hierdurch auch die Lysis von Or- 

30 ganellenmembranen bewirkt werden, wie z. B. von 
Lysosomen, Mitochondrten oder Chloroplasten. Es 
werden hierbei eine an sich bekannte Signalse- 
quenz vor den N-terminalen Teil des lytischen Fu- 
sionsprotein angehangt, die spezifisch fUr eine be- 

36 stimmte Membran ist und eine Inkorporation des 
Fusionsproteins in eben diese Membran bewirkt. 

Durch nur teiiweise Lysis bestimmter spezifi- 
scher Membranen wird die Ausschleusung der 
Stoffwechselprodukte oder Proteine erreicht, wo- 

40 durch eine kontinuierlich fortlaufende Produktion er- 
mSglicht wird, ohne da/) das Abtoten der produzie- 
renden Zellen notig ist Die hergesteliten Stoff- 
wechselprodukte k6nnen dann einfach aus dem 
Wachstumsmedium isoliert werden, eine umstSndli- 

45 che Abtrennung von Zellbestandteilen ist nicht 
mehr n6tig. 

Foigende Abbiidungen erlSutem die Erfindung 
weiten 

Fig. 1: AminosSuresequenz des E-L-Hybrtd- 
50 proteins 

Fig. 2: Aminosauresequenz des E-Proteins 
des Phagen $X174 und des L-Pro- 
teins des Phagen MS2 

Ptg. 3: Wachstum des E.coli-Stamm K12, 
55 PC2479, DSM 4089, unter Expression 

der Plasmide pSB12 (a - a., $X174 
Gen E), pMS 1.17 (ft - ft ; MS2-Gen 
L), pRM17, (■ - ■, rekombinantes E-L- 
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Gen). pSU 730-1 <□ - a ; E-Unterein- 
heit des rekombinanten E-L-Gens) 
und pRM18 (O - O ; L-Untereinheit 
des rekombinanten E-L-Gens) 
Fig. 4: Oligonukleotidsequenz der Gen-L- 
Teilsequenz im Gen E-L (pRM17) 
Oder dem verkurzten Gen L (pRM18) 
Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung 
weiter erlautern: 

Belsplel 1 

Herstellung von pRM 17 

Das chimSre Gen E-L des Plasmids pRM 17 
erhait man durch Insertion der Oligonukleotidse- 
quenz (Gen-L-Teilsequenz, Fig. 4), die den Amino- 
saurecodons 21-75 des Gen L des Phagen MS2 
entspricht (Beremand, M.N. & T. Blumenthal, 1979. 
Cell 18: 257-266), in die aufgefllllte Xbal-Stelle des 
Plasmids pSU729. 5'G der Sequenz entspricht Nu- 
cleotid 1736 und 3' A dem Nucleotid 1905 der 
Sequenz des Bakteriophagen MS2 (Fiers et a!., 
1976. Nature 260, 500-507). Dieses Plasmid 
(pSU729) wurde durch Insertion der PhiX174 Teil- 
sequenz nt 447-729 in die EcoRi/Smal-Stellen des 
Plasmids pSU1 konstruiert (SchQIler et al., 1985, 
Nucl. Acids Res. 13, 4143-4153). Die Orientierung 
der Oligonukleotidsequenz in pRM17 ist 5 - 3 
entsprechend der Orientierung der PhiX174 Gen E 
Teilsequenz (Codon 1-54), die auf diesem Plasmid 
enthalten ist Die Polylinkersequenz zwischen der 
Gen E Teilsequenz und Gen L Teilsequenz ent- 
spricht 

5' GGG GAT CCT CTA G 3' 
G D P L (G) 



Beispiel 2 

Herstellung von pRM18 

Durch Insertion der Oligonukleotidsequenz 
(Gen-L-Teilsequenz, Fig. 4) in die aufgefUllte 
BamHI-Stelle des Plasmids pPLcATIO (Stanssens 
et al., 1985, Gene 36, 211-223) erhait man Plasmid 
pRM18. Die Orientierung des Oligonukleotids in 
pRM18 ist 5' - 3' entsprechend der 5'-seitig zur 
BamHI-Stelle auf dem Plasmid enthaltenen Riboso- 
menbindungsstelle und des ATG Startcodons. Plas- 
midsequenzen, die zum verkQrzten Protein-L bei- 
tragen und vor der Oligonukleotidsequenz des 
Gen-L-Teilfragements liegen, sind 



5' ATG GAT C 3 f 
M D (R) 

5 

Beispiel 3 

Lysis von E. coli-Zellen durch plasmidkodiertes E-, 
70 L-und E-L-Protein. "** 

Die Lysis von E. coli Zellen durch die lytisch 
wirksamen Proteine E, L und das aus erfindungs- 
gemafier rekombinanter DNA hergesteilte E-L-Pro- 
75 tein wurde im E. coli-Stamm K12 PC2479, DSM 
4089, untersucht. Hierbei wurden aufler dem erfin- 
dungsgemaBen Plasmid pRM17, DSM 4092P, das 
Plasmid pSB12, DSM 4091 P, welches das <^X174 
Gen E enthalt (J.Gen.Microbiol. 131^ (1985) 1107- 
20 1114), das Plasmid pMSl.17, DSM 4094P, welches 
das MS2-Gen L enthalt (Nature 305 (1983) 741- 
743), das Plasmid pSU730-1, DSM 4095P, welches 
die E-Untereinheit des erfindungsgemaBen rekom- 
binanten Gens enthSIt (Nucl. Acids Res. 13 (1985) 
25 4143-4153), und das Plasmid pRM18, DSM 4093P, 
welches die L-DNA-Untereinheit des rekombinanten 
E-L-Gens enthalt, verwendet. Die Expression der 
plasmidkodierten Gene wurde dabei unter Kontrolle 
des Lamda-P L -Promotors gesteuert (CI 857 als Re- 
30 pressor, vgl Gene 5 (1979) 59). Urn die Expression 
der Plasmide zu induzieren, wurde die Wachstums- 
temperatur der exponentiell wachsenden Kulturen 
von 28 'C auf 42 *C erhoht. Das Wachstum der 
Kulturen wurde durch Spektralphotometrie bei 580 
35 nm verfolgt. Das Ergebnis dieses Versuches ist in 
Fig. 3 dargestellt. Der Zeitpunkt 0 Minuten bezeich- 
net hierbei das Anheben der Temperatur von 28 
auf 42 *C. 

40 PatentansprUche 

PatentansprUche fiir folgende Vertragsstaaten 
: AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NU SE 

1. Rekombinante DNA, dadurch gekennzeich- 
45 net, dafi sie fOr die N-terminale membran- 

durchdringende Domane des E-Proteins des 
Phagen $X 174 kodierende DNA-Sequenzen 
und fOr die C-terminale membrandurchdringen- 
de Domane des L-Proteins des Phagen MS2 
50 kodierende DNA-Sequenzen enthalt und die 
DNA-Sequenzen der beiden Phagen durch 
eine fUr eine hydrophile flexible AminosSurese- 
quenz kodierende DNA-Sequenz verbunden 
sind. 

55 

2. Rekombinante DNA nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzelchnet, da0 sie die DNA- 
Sequenz, welche fUr die AminosSuren 1 bis 54 
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des Proteins E des Phagen $X 174 kodiert und 
die DNA-Sequenz, welche fUr die Aminosauren 
21 bis 75 des Proteins L des Phagen MS2 
kodiert, enthait, wobei diese DNA-Sequenzen 
durch eine DNA-Sequenz verbunden sind, wel- 
che fUr 5 Linker-AminosSuren kodiert. 

3. Rekombinante DNA nach Anspruch 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie eine DNA- 
Sequenz enthait, weiche fGr eine Aminosaure- 
sequenz, wie sie in Fig. 1 dargestellt ist, ko- 
diert. 

4. Rekombinante DNA nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dafl sie eingebaut 
in einen Vektor vorliegt. 

5. Rekombinante DNA nach Anspruch 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Vektor ein 
Plasmid Oder ein Phagengenom ist. 

6. Rekombinante DNA nach Anspruch 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie vor den 
Phagen-DNA-Sequenzen einen prokaryonti- 
schen oder eukaryontischen Promotor, insbe- 
sondere einen regulierbaren Promotor enthait, 
der die Expression steuert. 

7. Rekombinante DNA nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Promotor 
der Lamda- Promotor, der tac-Promotor, oder 
der Gal 10- Promotor ist. 

8. Rekombinante DNA nach Anspruch 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie vor den 
Phagensequenzen zusatzlich eine fOr eine Si- 
gnalsequenz kodierende DNA-Sequenz enthait. 

9. Plasmid pRM17, DSM 4092P, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB es rekombinante DNA 
nach Anspruch 3 enthSlt. 

10. Verfahren zur Herstellung einer rekombinanten 
DNA nach Anspruch 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl man nach an sich bekann- 
ten Methoden die entsprechenden DNA-Se- 
quenzen aus der doppelstrSngigen DNA-Form 
des Phagen $X174 und der DNA-Kopie der 
Phagen MS2 RNA isoliert und miteinander in 
der gewOnschten Reihenfolge ligiett 

11. Verfahren zur Herstellung rekombinanter DNA 
nach Anspruch 4 und 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daj5 man die nach Anspruch 10 iso- 
lierten und ligierten DNA-Sequenzen in einen 
Vektor insertiert 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch ge- 



kennzeichnet, daB man als Vektor ein Plas- 
mid oder ein Phagengenom verwendet. 

13. Verfahren zur Herstellung einer rekombinanten 
5 DNA nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man in den Vektor vor die 
Phagen-DNA-Sequenz zusatzlich einen eukary- 
ontischen oder prokaryontischen Promotor in- 
sertiert. 

w 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man einen Vektor verwen- 
det, der bereits einen Promotor enthSIt, unter 
dessen Kontrolle ein Fremdgen exprimiert wer- 

/5 den kann. 

15. Verfahren zur Herstellung einer rekombinanten 
DNA nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man vor die Phagen-DNA-Se- 

20 quenz zusStzlich eine fUr eine Signalsequenz 
kodierende DNA-Sequenz insertiert. 

16. Verwendung einer rekombinanten DNA nach 
Anspruch 1 bis 8 und des Plasmids pRM17, 

26 DSM 4092P nach Anspruch 9, zur Gewinnung 
von eukaryontischen oder prokaryontischen 
Stoffwechselprodukten oder gentechnologisch 
hergesteilten Proteinen durch partielle Oder 
vollstSndige Lysis der Zellwand der zur Ex- 

30 pression verwendeten Zellen oder Mikroorga- 
nismen durch Expression des durch die re- 
kombinante DNA kodierten lytischen Proteins. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch ge- 
35 kennzefchnet, daB die Expression des lyti- 
schen Proteins unter Kontrolle eines regulier- 
baren Promoters zu einem gewOnschten Zeit- 
punkt induziert wird. 

40 18. Verwendung nach Anspruch 16 und 17, 

dadurch gekennzeichnet, daB durch das 
Vorhandensein einer Signalsequenz eine spe- 
zifische Lysis bestimmter Membranen erreicht 
wird. 

45 

19. Verwendung nach Anspruch 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Lysis einer Organelien- 
membran bewirkt wird. 

so Patentanspruche fUr foigende Vertragsstaaten 
: ES, GR 

1. Verfahren zur Herstellung einer rekombinanten 
DNA, die die N-terminale membrandurchdrin- 
55 gende Domane des E-Proteins des Phagen <£X 
174 kodierende DNA-Sequenzen und fur die 
C-terminale membrandurchdringende DomSne 
des L-Proteins des Phagen MS2 kodierende 
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DNA-Sequenzen enthalt, 
dadurch gekennzelchnet, 
dafl man die DNA-Sequenzen der beiden Pha- 
gen durch eine fOr eine hydrophile flexible 
Aminosauresequenz kodierende DNA-Sequenz 
verbindet, indem man nach an sich bekannten 
Methoden die entsprechenden DNA-Sequen- 
zen aus der doppelstrangigen DNA-Form des 
Phagen $X174 und der DNA-Kopie der Pha- 
gen MS2 RNA-isoliert und miteinander in der 
gewUnschten Reihenfoige ligiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die DNA-Sequenz, welche fUr die 
Aminosauren 1 bis 54 des Proteins E des 
Phagen <f>X 174 kodiert und die DNA-Sequenz, 
welche fur die Aminosauren 21 bis 75 des 
Proteins L des Phagen MS2 kodiert verwendet. 
und diese DNA-Sequenzen durch eine DNA- 
Sequenz verbindet, welche fUr 5 Linker-Amino- 
sauren kodiert. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man eine DNA-Sequenz verwendet, wel- 
che fur eine Aminosauresequenz, wie sie in 
Fig. 1 dargestellt ist, kodiert. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man die rekombinante DNA in einen Vek- 
tor einbaut. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzelchnet, 

. dafl man als Vektor ein Plasmid oder ein Pha- 
gengenom verwendet. 

,6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi man vor den Phagen-DNA-Sequenzen ei- 
nen prokaryontischen Oder eukaryontischen 
Promoter, insbesondere einen regulierbaren 
Promotor insertiert, der die Expression steuert. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafl der Promotor der Lamda-Promotor, der 
lac-Promotor, oder der Gal10-Prornotor ver- 
wendet wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 bis 7, 
dadurch gekennzelchnet, 

daJ3 man vor den Phagensequenzen zusatzlich 
eine fur eine Signalsequenz kodierende DNA- 
Sequenz insertiert. 



9. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man einen Vektor verwendet, der bereits 
einen Promotor enthalt, unter dessen Kontrolle 
s ein Fremdgen exprimiert werden kann. 

10- Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man rekombinante DNA nach Anspruch 3 
jo in das Plasmid pSU729 einbaut und Plasmid 
pRM17, DSM 4092P erhalt. 

11. Verwendung einer nach Anspruch 1 bis 8 her- 
gestellten rekombinanten DNA und des Plas- 

75 mids pRM17, DSM 4092P nach Anspruch 10, 

zur Gewinnung von eukaryontischen oder pro- 
karyontischen Stoffwechselprodukten oder 
gentechnologisch hergestellten Proteinen 
durch partielle oder vollstandige Lysis der Zell- 

20 wand der zur Expression verwendeten Zellen 
oder Mikroorganismen durch Expression des 
durch die rekombinante DNA kodierten lyti- 
schen Proteins. 

25 12. Verwendung nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzelchnet, 
dafl die Expression des lytischen Proteins un- 
ter Kontrolle eines regulierbaren Promotors zu 
einem gewGnschten Zeitpunkt induziert wird. 

30 

13. Verwendung nach Anspruch 11 oder 12, 
dadurch gekennzelchnet, 

da/3 durch das Vorhandensein einer Signalse- 
quenz eine spezifische Lysis bestimmter Mem- 
35 branen erreicht wird. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daJ3 die Lysis einer Organellenmembran be- 
40 wirkt wird. 

Claims 

Claims for the following Contracting States : 
AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

45 

1. Recombinant DNA, characterized in that it con- 
tains DNA sequences coding for the N-terminal 
membrane-penetrating domain of the E-protein 
of the phage <f>X 174 and DNA sequences 

so coding for the Oterminal membrane-penetrat- 
ing domain of the L-protein of the phage MS2 
and the DNA sequences of both phages are 
connected by a DNA sequence coding for a 
hydrophilic flexible amino acid sequence. 

55 

2. Recombinant DNA according to claim 1, 
characterized in that it contains the DNA se- 
quence which codes for the amino acids 1 to 
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54 of the protein E of the phage 174 and 
the DNA sequence which codes for the amino 
acids 21 to 75 of the protein L of the phage 
MS2, these DNA sequences being connected 
by a DNA sequence which codes for 5 linker 
amino acids. 

3. Recombinant DNA according to claims 1 and 
2, characterized in that it contains a DNA se- 
quence which codes for an amino acid se- 
quence as is illustrated in Fig.1 of the accom- 
panying drawings. 

4. Recombinant DNA according to claims 1 to 3, 
characterized in that it is present incorporated 
into a vector. 

5. Recombinant DNA according to claim 4, 
characterized in that the vector is a plasmid or 
a phage genome. 

6. Recombinant DNA according to claims 1 to 5, 
characterized in that, before the phage DNA 
sequences, it contains a prokaryotic or 
eukaryotic promoter, especially a regulatable 
promotor, which controls the expression. 

7. Recombinant DNA according to claim 6, 
characterized in that the promotor is the lamb- 
da promotor, the lac promotor or the Ga110 
promotor. 

8. Recombinant DNA according to claims 1 to 7, 
characterized in that, before the phage se- 
quences, it additionally contains a DNA se- 
quence coding for a signal sequence. 

9. Plasmid pRM17, DSM 4092P, 
characterized in that it contains recombinant 
DNA according to claim 3. 

10. Process for the production of a recombinant 
DNA according to claims 1 to 3, characterized 
in that, according to methods known per se, 
the corresponding DNA sequences are isolated 
from the double-stranded DNA form of the 
phage <#>X 174 and from the DNA copy of the 
phage MS2 RNA and ligated with one another 
in the desired sequence. 



12. Process according to claim 1 1 , 

characterized in that a plasmid or phage 



genome is used as vector. 

13. Process for the production of a recombinant 
DNA according to claim 6,, characterized in 

5 that, into the vector, before the phage DNA 

sequence, there is additionally inserted a 
eukaryotic or prokaryotic promotor. 

14. Process according to claim 13, 

10 characterized in that a vector is used which 
already contains a promotor under the control 
of which a foreign gene can be expressed. 

15. Process for the production of a recombinant 
is DNA according to claim 8, characterized in 

that, before the phage DNA sequence, there is 
additionally inserted a DNA sequence coding 
for a signal sequence. 

20 16. Use of a recombinant DNA according to claims 
1 to 8 and of the plasmid pRM17, DSM 4092P, 
according to claim 9 for obtaining eukaryotic or 
prokaryotic metabolic products or gene-tech- 
nologically produced proteins by partial or 

25 complete lysis of the cell wall of the cells or 
micro-organisms used for the expression by 
expression of the lytic protein coded by the 
the recombinant DNA. 

30 17. Use according to claim 16, 

characterized in that the expression of the lytic 
protein is induced under the control of a re- 
gulatable promotor at a desired point of time. 

35 18- Use according to claim 16 or 17, 

characterized in that, due to the presence of a 
signal sequence, a specific lysis of certain 
membranes is achieved. 

40 19- Use according to claim 18, 

characterized in that the lysis of an organelle 
membrane is brought about. 

Claims for the following Contracting States : 
45 ES, GR 

1. Process for the production of a recombinant 
DNA which contains the DNA sequences cod- 
ing for the N-terminal membrane-penetrating 
domain of the E-protein of the phage 4>X 174 
and the DNA sequences coding for the C- 
terminal membrane-penetrating domain of the 
L-protein of the phage MS2, wherein the DNA 
sequences of both phages are connected by a 
DNA sequence coding for a hydrophilic flexible 
amino acid sequence by isolating, according to 
known methods, the corresponding DNA se- 
quences from the double-stranded DNA form 



11. Process for the production of recombinant 
DNA according to claim 4 or 5, characterized 
in that DNA sequences isolated and ligated 
according to claim 1 1 are inserted into a vec- 
tor. 55 
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of the phage <>X 174 and the DNA copy of the 
phage MS2 RNA and ligating them with each 
other in the desired sequence. 

2. Process according to claim 1, 

wherein the DNA sequence which codes for 
the amino acids 1 to 54 of the protein E of the 
phage <£X 174 and the DNA sequence which 
codes for the amino acids 21 to 75 of the 
protein L of -the phage MS2 are used, and 
these DNA sequences are connected by a 
DNA sequence which codes for 5 linker amino 
acids. 

3. Process according to claim 1 and 2, 

wherein a DNA sequence is used which codes 
for an amino acid sequence as is illustrated in 
Fig-1- 

4. Process according to claims 1 to 3, 

wherein the recombinant DNA is incorporated 
into a vector. 

5. Process according to claim 4, 

wherein the vector used is a plasmid or a 
phage genome. 

6. Process according to claims 1 to 5, 

wherein a prokaryotic or eukaryotic promoter, 
in particuar, a regulatable promotor, which con- 
trols the expression, is inserted before the 
phage DNA sequences. 

7. Process according to claim 6, 

wherein the promotor used is the lambda pro- 
motor, the lac promotor or the Ga110 pro- 
motor. 

8. Process according to claims 1 to 7, 
wherein, additionally, a DNA sequence coding 
for a signal sequence is inserted before the 
phage sequences. 

9. Process according to claim 5, 

wherein a vector is used which already con- 
tains a promotor under the control of which a 
foreign gene can be expressed. 

10. Process according to claim 1, 

wherein recombinant DNA according to claim 3 
is incorporated into the plasmid pSU729 and 
the plasmid pRM17, DSM 4092P, is obtained. 

11. Use of a recombinant DNA produced accord- 
ing to any of claims 1 to 8 and of the plasmid 
pRM17, DSM 4092P, according to claim 10 for 
obtaining eukaryotic or prokaryotic metabolic 
products or gene-technologically produced 



proteins by partial or complete lysis of the cell 
wall of the cells or microorganisms used for 
the expression by expression of the lytic pro- 
tein coded by the recombinant DNA. 

5 

12. Use according to claim 1 1 , 

wherein the expression of the lytic protein is 
induced under the control of a regulatable pro- 
motor at a desired point of time. 

w 

13. Use according to claims 11 or 12, 

wherein, due to the presence of a signal se- 
quence, a specific lysis of certain membranes 
is achieved. 

75 

14. Use according to claim 13, 

wherein the lysis of an organelle membrane is 
brought about. 

20 Revendlcatlons 

Revendications pour les Etats contractants 
sulvants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, 
SE 

25 1. ADN recombine, caracterise en ce qu'il 
contient les sequences d'ADN codant pour le 
domaine transmembranaire N-terminal cje la 
protiine E du phage 4>X 174 et les sequences 
d'ADN codant pour le domaine transmembra- 
ne? naire C-terminal de la proteine L du phage 
MS2, et en ce que les sequences d'ADN des 
deux phages sont reliees par une sequence 
ADN codant pour une sequence d'acide amine 
flexible hydrophile. 

35 

2. ADN recombine selon la revendication 1, ca- 
racterise en ce qu'il contient la sequence ADN 
qui code pour les acides amines 1 & 54 de la 
proline E du phage <#>X 174 et la sequence 

40 ADN qui code pour les acides amines 21 jus- 

qu'fc 75 de la proline L du phage MS2, ces 
sequences ADN etant reliees par une sequen- 
ce ADN qui code pour des acides amines & 5 
lieurs. 

45 

3. ADN recombir»6 selon les revendications 1 et 
2, caracterise en ce qu'il contient une sequen- 
ce d'ADN qui code pour une sequence d'acide 
amine telle qu'elle est representee sur la figure 

so 1. 

4. ADN recombine selon les revendications 1 k 3, 
caracterise en ce qu'il se presente incorpore 
dans un vecteur. 

55 

5. ADN recombine selon la revendication 4, ca- 
racterise en ce que le vecteur est un plasmide 
ou un genome de phage. 
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6. ADN recombine selon les revendications 1 h 5, 
caracterise en ce qu'ii contient en amont des 
sequences ADN de phage un promoteur pro- 
caryote ou eucaryote, notamment un promo- 
teur regulable qui command© 1'expression. 

7. ADN recombine selon la revendication 6, ca- 
racterise en ce que le promoteur est ie promo- 
teur Lamda, le promoteur Lac ou le promoteur 
Gal10. 

8. ADN recombine selon les revendications 1 & 7, 
caracterise en ce qu'en amont des sequences 
de phage, il contient de plus une sequence 
d'ADN codant pour une sequence de signaux. 

9. Plasmide pRM17, DSM 4092P, caracterise en 
ce qu'il contient I'ADN recombine selon la re- 
vendication 3. 

10. Precede pour la preparation d'un ADN recom- 
bine selon les revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que Ton isole, selon des methodes 
connues per se, les sequences d'ADN Corres- 
pondantes a partir de la forme d'ADN & double 
brin du phage <f>X 174 et de la copie d'ADN 
des phages MS2 ARN et en ce qu'on les 
ligature ensemble dans I'ordre souhaite. 

11. Procede pour la preparation d'ADN recombine 
selon les revendications 4 et 5, caracterise en 
ce que Ton insere dans un vecteur les sequen- 
ces d'ADN isolees et ligatures selon la reven- 
dication 10. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise 
en ce qu'en tant que vecteur, on utilise un 
plasmide ou un genome de phage. 

13. Procede pour la preparation d'un ADN recom- 
bine selon la revendication 6, caracterise en ce 
qu'en amont de la sequence ADN de phage, 
on insure h titre supplemental dans le vec- 
teur un promoteur eucaryote ou procaryote. 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise 
en ce que Ton utilise un vecteur qui contient 
dej& un promoteur, sous le contrdle duquel on 
peut exprimer un gene etranger. 

15. Procede pour la preparation d'un ADN recom- 
bine selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu'en amont de la sequence ADN de phage, 
on insere une sequence ADN codant pour une 
sequence de signaux. 

16. Utilisation d'un ADN recombine selon les re- 
vendications 1 & 8 et du plasmide pRM17, 



DSM 4092P selon la revendication 9 pour I'ob- 
tention de produits du metabolisme eucaryotes 
ou procaryotes ou de proteines produites par 
genie g§netique par lyse partielle ou totale de 
5 la parol cellulaire des cellules utilisees pour 

I'expression ou de micro-organismes par ex- 
pression de la proteine lytique codee par 
i'ADN recombine. 

io 17. Utilisation selon la revendication 16rtaracteri- 
see en ce que ('expression de la proteine 
lytique est induite sous contrdle d'un promo- 
teur regulable h un moment souhaite. 

rs 18. Utilisation selon les revendications 16 et 17, 
caracterisee en ce que Ton parvient a une lyse 
specifique de membranes determinees grace 
h I'existence d'une sequence de signaux. 

20 19. Utilisation selon la revendication 18, caracteri- 
see en ce que Ton realise la lyse d'une mem- 
brane organite. 

Revendications pour les Etats contractants 
25 sulvants : ES, GR 

1. Procede pour la preparation d'un ADN recom- 
bine qui contient les sequence d'ADN codant 
pour le domaine transmembranaire N-terminal 

30 de la proteine E du phage, les sequences 

d'ADN codant pour le domaine transmembra- 
naire N-terminal de la proteine E du phage £X 
174 et les sequences d'ADN codant pour le 
domaine transmembranaire C-terminal de la 

36 proteine L du phage MS2, 

caracterise en ce que Ton relie les se- 
quences d'ADN des deux phages par une se- 
quence d'ADN codant pour une sequence 
d'acide amine flexible hydrophile, en isolant 

40 selon des methodes connues les sequences 

d'ADN correspondantes h partir de la forme 
d'ADN h double brin du phage 4>X 174 et de la 
copie d'ADN des phages MS2 ANR. 

45 2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que Ton utilise la sequence d'ADN qui 
code pour les acides amines 1 & 54 de la 
proteine E du phage <frX 174 et la sequence 
d'ADN qui code pour les acides amines 21 k 

so 75 de la proteine L du phage MS2, et en ce 

que Ton relie ces sequences d'ADN par une 
sequence d'ADN qui code pour les acides 
amines k 5 lieurs. 

55 3. Procede selon les revendications 1 et 2, carac- 
terise en ce que Ton utilise une sequence 
d'ADN qui code pour une sequence d'acide 
amine telle qu'elie est representee sur la figure 



9 



17 



EP 0 291 021 B1 



18 



1. 



Procede selon les revendications 1 a 3, carac- 
terise en ce que I'on incorpore I'ADN recombi- 
r\6 dans un vecteur. 



14. Utilisation selon la revendication 13, caracteri- 
s§e en ce que Ton realise la lyse d'une mem- 
brane organite. 



5. Procede selon la revendication 4, caractgris6 
en ce que Ton utilise comme vecteur un pla- 
smide ou un genome de phage. 

6. ProcedS selon les revendications 1 a 5, carac- 
terise en ce que Ton insere en amont des 
sequences ADN de phage un promoteur pro- 
caryote ou eucaryote, notamment un promo- 
teur regulable qui command© Pexpression. 

7. Procede selon la revendication 6, caract^rise 
en ce que Ton utilise en tant que promoteur le 
promoteur Lambda, le promoteur Lac ou le 
promoteur GaUO. 
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8. Procede selon les revendications 1 a 7, carac- 
terise en ce qu'on insere de plus en amont 
des sequences de phage une sequence d'ADN 
codant pour une sequence de signaux. 25 

9. Procede selon la revendication 5, caracterise 
en ce que Ton utilise un vecteur qui contient 
66\h un promoteur sous le contrdle duquel un 
gene etranger peut etre exprime. 30 

10. Procede selon la revendication 1, caracterisS 
en ce que Ton incorpore un ADN recombine 
selon la revendication 3 dans le plasmide 
PSU729 et I'on obtient le plasmide pRM17 35 
DSM 4092P. 



11. Utilisation de run des ADN recombines prepa- 
res selon les revendications 1 a 8 et du pla- 
smide pRM17 DSM 4092P selon la revendica- 40 
tion 10 pour I'obtention de produits du metabo- 
lisme eucaryotes ou procaryotes ou de protei- 

nes produites par ggnie g6n6tique par lyse 
partielle ou totale de la paroi cellulaire de 
cellules utilisees pour ('expression ou de 45 
micro-organismes par expression de la proli- 
ne lytique cod6e par I'ADN recombine 1 . 

12. Utilisation selon la revendication 11, caract^ri- 

see en ce que Texpression de la proline 50 
lytique est induite sous contrdle d'un promo- 
teur regulable a un moment souhaitS. 

13. Utilisation selon la revendication 11 ou 12, 
caracterisde en ce que Ton parvient a une lyse 55 
specifique de membrane determiners grace a 
Texistence d'une sequence de signaux. 
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FIG.1 

Aminoscluresequenz des E-L-Hybridproteins 

liVRWTUWDTLAFLLLLSLLUPSLLIMFIPSTFKRPVSSWKAUNLRKTLLMASSVGDPLQPFKhE 
DYPCRRQQRS3TLYVL I FLA I FLSKFTNQLLLSLUEAV I RT VTTLQQLLT . 



FIG. 2 

Aminosauresequenzen des E-Proteins des Phagen 4>X174 und 
des L-Proteins des Phagen MS2 

E-Protein: 

MVRWTLWDTLAFLLLLSLLLPSLL I MF I PSTFKRP VSSWKALNLRKTLLMAS5VRLKFLHCSRL 
PC VYAQETLTFLLTQKKTCVKNYVRKE, 

L-Protein: 

METRFPQQSQQTP ASTHRRRPFKHEDYPCRRGQRSSTL Y VL I FLA I FLSKFTNQLLLSLLEAV I 
RTVTTLCQLLT, 
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FIG. 3 

Wachstum des E. coli-Stamm K12 pop2135, DSM , unter 

Expression der Plasroide pSB12 (A - A <J>X174 Gen E) , 
pMS U17 (• - # ; MS2-Gen L), pRM17, ( M - * , rekora- — 
binantes E-L-Gen) , pSU730-l (D - £J ; E-Untereinheit 
des rekombinanten E-L-Gens) und pRM18 ( 0 - O ; L-Unter- 
einheit des rekombinanten E-L-Gens) . 
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FIG. U 



01 igonukleatidsequenz der Gen L Teilssquens im 
Gen E-L (pRM17) oder dom verkurztem Gen U (pRMlB) 



5' GG CCA TTC AAA CAT GAG GAT TAC CCA TGT CGA AGA CAA CAA 
PFKHEDYFCRRQQ 



AGA AGT TCA ACT CTT TAT GTA TTG ATC TTC CTC GCG ATC TTT 
RSSTLYVLIFL.AIF 



CTC TCG AAA TTT ACC AAT CAA TTG CTT CTG TCG CTA CTG GAA 
LSKFTNQLLL5LLE 



GCG GTG ATC CGC ACA GTG ACG ACT TTA CAG CAA TTG CTT ACT 
AVIRTVTTLQQLLT 



TAA 3' 

**4 



5' G der Sequenz entspricht Mukleotid 1736 und 3' A de?m 
Nukl ootid 1905 der Sequenz des Bakteri ophagen MS2 <Fiers 
et al., 1976. Nature 260:500-507. 
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